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Summary 
In this thesis, we investigated the possibilities to orally administer the natu-
rally occurring compound adenosine 5’-trifosfaat (ATP). The goal was to investigate 
whether oral ATP administration can be less burdensome for patients and whether 
it can be a simpler and more cost-effective alternative to intravenous ATP adminis-
tration. 
In previous years, intravenous administration studies using ATP have been 
applied in the palliative treatment of cancer, rheumatoid arthritis and in the 
treatment of postoperative pain. Depending on the patient group, the goal of this 
intravenous administration of ATP was to prevent inflammation, pain and fatigue 
and involuntary weight loss and to improve the quality of life. Especially with re-
spect to logistics, patient burden due to side effects, infusion time and the need for 
an experienced nurse, the more common use of ATP infusions is fraught with diffi-
culties. Since oral ATP administration lacks these drawbacks, we proposed it to be 
an alternative mode of administration. 
Oral ATP administration distinguishes itself from intravenous administra-
tion by the more complex route it has to take to reach circulation. ATP may be de-
graded to its metabolites in the gastro-intestinal system, portal vein and liver, due 
to interactions with each of these environments. In order to monitor the reactions 
of ATP that take place at each step, it is important to be able to measure several 
metabolites of ATP in blood samples. In chapter 2 an HPLC method is described to 
simultaneously measure seven metabolites of ATP. The advantages of this method 
are the stability of the samples, high sensitivity and high throughput speed. We 
employed this method in both human volunteers studies. 
Oral ATP administration studies have been limitedly performed before and 
those that were carried out, had several drawbacks. First, direct comparison is 
hampered by the fact that dosages of ATP differed between intravenous and oral 
studies. An intravenous dosage of 50 μg/kg· min-1 ATP can be administered safely 
in a homecare setting, delivering 1680 mg ATP to a 70 kilo person during 8 hours. 
Earlier oral administration studies, however, only administered dosages of 90 mg 
per day for a 30 day period. Second, in earlier oral administration studies, results 
were based on the outcomes of questionnaires or physical exercises. 
Both human administration studies carried out in this experiment were done 
in healthy volunteers and had the goal to mimic earlier intravenous ATP adminis-
tration studies, regarding dosage and sampling. In chapter 3, ATP is adminis-
tered either as microcapsules (pellets) or through a duodenal tube. The pellets are 
enteric coated 1 mm spheres that are designed to controlled release ATP in two 
distinct areas of the small intestine, i.e. either proximal (the duodenum) or distal 
(the ileum). Results of measurements in blood samples collected after both modes 
of administration indicated that only plasma uric acid concentrations, but not con-
centrations of ATP or metabolites, increased. In case of the proximal-release pel-
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lets, ATP was likely to have been released near the duodenum or jejunum. The 
distal-release pellets showed less pronounced increases of uric acid concentrations 
and were thus deemed not a favorite choice for further investigation. In addition, 
in this singe administration study, no side-effects were reported and the pellets 
were easy to ingest. 
In chapter 4 we present the results of a study in healthy volunteers using 
the proximal-release pellets. The goal of this study was investigate the hypothesis 
that a single administration of ATP in the form of pellets was just insufficient to 
increase ATP concentrations in blood. We administered either 0, 250, 1250 or 5000 
mg of ATP per day for a period of 28 days. On days 0 and 28 of the study, all partic-
ipants received 5000 mg ATP (a replication of the study described in chapter 3) and 
the goal was to see whether the period in between the administrations has an ef-
fect on the way these high ATP dosages are handled by the body. 
Similar to the first single administration study, no changes in ATP or meta-
bolite concentrations were observed, except for uric acid. Between days 0 and 28, 
no distinction could be made regarding the way the single 5000 mg administration 
of ATP on these days affected the blood ATP and uric acid concentration. We also 
found no effects on the plasma ATP concentration. Although administration of ATP 
through microcapsules was well tolerated, easily ingested and the contents were 
delivered to the small intestine, it does not have the same effect as intravenous 
administration. We conclude that oral administration by means of microcapsules in 
healthy volunteers can not be used as an alternative to intravenous administra-
tion. Furthermore, we doubt the correctness of the results presented in earlier stu-
dies form other groups claiming to have observed increased ATP concentrations 
after oral administration of far lower ATP dosages. 
In chapter 5 we investigated the effects of ATP and metabolites on inflam-
matory responses in blood ex vivo. In freshly drawn blood, an inflammatory re-
sponse was induced by adding LPS and PHA, two compounds that initiate inflam-
mation. Simultaneously, ATP was added, and during 24 hours, the degradation 
profile of ATP was recorded by taking samples at several timepoints. The results 
showed a constant concentration of the final degradation product in humans of 
ATP: uric acid. Some intermediate metabolites, like AMP and hypoxanthine, in the 
mean time, increased strongly. This indicates that degradation of ATP outside of 
the body, stops prematurely, possibly because the appropriate enzymes are not 
present. ATP (and metabolites) had an in general anti-inflammatory effect, as was 
proven by the decreased concentrations of the cytokines TNF-%*;-§;<-=>*
and the increased concentration of IL-10. 
In the study described in chapter 6, wholeblood was again incubated with 
LPS and PHA to induce an inflammatory response. This time, however, instead of 
ATP, various concentrations of uric acid and monosodium urate (MSU) crystals 
were used to incubate the blood with. We were led to this investigation by the in-
creased uric acid concentrations that we observed in both oral administration stu-
dies. Uric acid is mainly known as the causative agent of gout, but the last years, 
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its antioxidant properties gained attention. The goal was to investigate the way 
uric acid influences inflammatory markers and antioxidant capacity in whole 
blood. 
Since the monosodium salt of uric acid (MSU) is present in the joints of gout 
patients as sharp needles and is being regarded as the direct cause of the often 
painful inflammation in these joints, we specifically opted to use these in our 
study. The results showed that the various concentrations of MSU crystals had a 
strong pro-inflammatory response in blood, whereas ‘normal’ uric acid did not. 
When simultaneously incubated with LPS and PHA to evoke an inflammatory re-
sponse, both MSU and normal uric acid had an anti-inflammatory effect. This may 
be due to the already maximized stimulation in the blood caused by LPS and PHA 
impeding an even further increase. 
The general conclusions of this thesis are: 
i) Oral administration of ATP by means of enteric coated pellets does not cause 
an increase in circulatory ATP concentrations. This finding has been done first 
in a single administration study and has been replicated in a repeated 28-day 
daily administration study with dosages of up to 5000 mg per day. The ob-
served increase in uric acid is likely caused by degradation of ATP to uric acid 
at some point after administration. 
ii) The pellets we used were easily ingested and no side effects were observed. The 
effectiveness of the pellets is comparable to the administration of ATP dis-
solved in water by means of a duodenal tube directly into the duodenum.  
iii) We were, however, unable to replicate the increased ATP concentrations that 
were observed in some studies using far lower ATP concentrations. Given the 
thorough design of our experiments, we seriously doubt the claims these stu-
dies have made. 
iv) ATP has anti-inflammatory properties in LPS-PHA stimulated blood ex vivo. 
v) Monosodium urate (MSU) crystals, the causative agent of gouty arthritis, 
causes a stronger pro-inflammatroy response than normal uric acid. 
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Samenvatting 
In dit proefschrift is de mogelijkheid onderzocht, de lichaamseigen stof ade-
nosine 5’-trifosfaat (ATP) oraal toe te dienen. De achterliggende gedachte hiervan 
was dat orale ATP toediening een patiëntvriendelijker, eenvoudiger en goedkoper 
alternatief zou kunnen bieden voor intraveneuze toediening van ATP. 
Intraveneuze toediening van ATP is in de afgelopen jaren onder meer toege-
past in de palliatieve fase van kanker, bij reumatoïde artritis en bij postoperatieve 
pijn met als doel (afhankelijk van de patiëntengroep) het remmen van inflamma-
tie, pijn en vermoeidheid, het tegengaan van gewichtsverlies en het verbeteren van 
de levenskwaliteit. Op de gebieden van logistiek, belasting voor de patiënt door 
bijwerkingen en duur van de infusen en de benodigde hulp van ervaren verpleeg-
kundigen, kleven er echter beperkingen aan intraveneuze toediening, welke de 
toepassing van behandelmethoden met ATP op grotere schaal in de weg staan. 
Orale toediening van ATP heeft deze nadelen niet, en werd daarom aan het begin 
van het onderzoek voorgesteld als alternatieve toedieningwijze. 
De route die ATP na orale toediening moet afleggen om uiteindelijk in de 
bloedcirculatie te komen, is complexer dan de route na intraveneuze toediening. Bij 
iedere stap in deze route, het maag-darmkanaal, de poortader en de lever, zal het 
toegediende ATP een interactie met het lichaam aangaan, steeds met de bijbeho-
rende mogelijkheid van chemische verandering, zoals de vorming van metabolie-
ten. Om een zo goed mogelijke inschatting te kunnen maken van wat er gebeurt 
met ATP na orale toediening, is het belangrijk om verscheidene metabolieten van 
ATP in bloedmonsters te kunnen meten. Daarvoor beschrijven we in Hoofdstuk 2 
een vloeistofchromatografische methode om in bloedmonsters in één meting zowel 
ATP als zeven metabolieten van ATP te kunnen meten. De eigenschappen van de-
ze methode omvatten: stabiliteit van de bij proefpersonen afgenomen samples, een 
hoge gevoeligheid en een hoge snelheid van de metingen. Deze methode is bij de 
proefpersoonstudies in dit proefschrift gebruikt om de spiegels van ATP en metabo-
lieten in bloedsamples te meten. 
Tot op heden hebben nog maar weinig studies de effectiviteit van orale ATP 
toediening bij mensen onderzocht. De studies die uitgevoerd zijn, hadden op ver-
schillende gebieden beperkingen. Ten eerste bemoeilijkt het verschil in dosering 
tussen intraveneuze en orale toediening een onderlinge vergelijking. De doseringen 
die bij een regulier infuus in de thuissituatie veilig kunnen worden gebruikt liggen 
op 50 μg/kg· min-1. Een persoon van 70 kilogram krijgt bij een 8-uurs infuus dan 
1680 mg ATP toegediend. Bij eerdere orale toedieningstudies echter, werd gedu-
rende een periode van 30 dagen, slechts een dosering van 90 mg per dag gegeven. 
Ten tweede zijn er bij eerder uitgevoerde orale toedieningstudies geen bloedmon-
sters verzameld, maar zijn als uitkomstmaten uitsluitend vragenlijsten of fysieke 
inspanningen toegepast. 
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De in dit proefschrift beschreven humane studies vonden plaats bij gezonde 
proefpersonen en hadden tot doel, qua dosering en qua sampling zo nauw mogelijk 
aan te sluiten bij eerdere intraveneuze toedieningsstudies van ATP. In hoofdstuk 
3 werd de orale opname van ATP onderzocht bij de toediening via microcapsules of 
een duodenaalsonde (een dun slangetje via de neus rechtstreeks naar het duode-
num). De microcapsules bestaan uit bolletjes met een diameter van ongeveer 1 mm 
die zijn omhuld met een laagje, dat afhankelijk van de pH waaraan het wordt 
blootgesteld de inhoud beschermt tegen de invloeden van het spijsverteringsstelsel. 
Bij lage pH waarden, zoals deze in de maag voorkomen, blijft de omhulling intact. 
Na de maag stijgt de pH-waarde naar ongeveer pH 6.0 in het duodenum tot onge-
veer pH 7.5 in het ileum. In deze studie hebben we ervoor gekozen om ATP te ver-
pakken in twee soorten microcapsules, en wel capsules die hetzij proximaal (duo-
denum) hetzij distaal (ileum) in de dunne darm de inhoud laten vrijkomen. De ef-
fecten van deze twee soorten microcapsules hebben we vergeleken met de toedie-
ning van ATP opgelost in water via een duodenaalsonde. Metingen in afgenomen 
bloed lieten bij beide vormen van toediening uitsluitend stijging zien van het uri-
nezuurgehalte, maar niet van ATP of andere metabolieten van ATP. Tevens wer-
den er geen bijwerkingen bij deze eenmalige toediening gerapporteerd en waren de 
microcapsules makkelijk in te nemen. 
Hoofdstuk 4 presenteert de resultaten van een studie bij gezonde vrijwilli-
gers waarbij gebruik werd gemaakt van de microcapsules met het proximale vrij-
gifteprofiel. Het doel van deze studie was te kijken naar het effect van een 28-
daagse dagelijkse toediening van ATP in 4 verschillende doseringen op de opname 
van een eenmalige dosering ATP. Hiertoe kregen alle deelnemers op dag 0 en dag 
28 een hoge dosering (5000 mg) ATP en in de tussenliggende dagen ofwel 0, 250, 
1250 of 5000 mg ATP per dag. Hiermee zijn dagen 0 en 28 te zien als een herhaling 
van de eenmalige toediening zoals die in hoofdstuk 3 werd vermeld en ligt het ver-
schil in de tussenliggende periode. 
De resultaten van deze studie lieten wederom geen veranderingen in de 
bloedspiegels zien van ATP of metabolieten buiten urinezuur. Tevens zorgde de 
periode van 4 weken dagelijkse toediening van ATP er niet voor dat er een verschil 
tussen het effect van de hoge ATP dosis op dagen 0 en 28 ontstond. In deze studie 
werden ook geen effecten op de concentratie ATP in plasma. Uit deze studie kan 
worden geconcludeerd dat, hoewel de microcapsules a) hun inhoud in de dunne 
darm vrij lieten komen, b) goed werden getolereerd en c) gemakkelijk in te nemen 
waren, deze microcapsules niet hetzelfde effect hadden als de intraveneuze toedie-
ning en dus in deze vorm ook niet als alternatief hiervoor kunnen dienen. Eerder 
door buitenlandse groepen gerapporteerde stijgingen van ATP in de circulatie na 
orale ATP-toediening moeten dus in twijfel worden getrokken. 
In hoofdstuk 5 beschrijven we een studie waarin de effecten van ATP en af-
braak producten van ATP op een ontstekingsreactie in bloed ex vivo (dwz in een 
reageerbuis) bestudeerd werden. Daartoe werd in vers afgenomen bloed een ont-
stekingsreactie geïnduceerd door hieraan twee ontstekings-stimulerende stoffen 
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(LPS en PHA) toe te voegen. Tegelijkertijd werd in dit volbloedmodel ATP toege-
voegd, en werd het afbraakprofiel van ATP tijdens de incubatie gevolgd. De resul-
taten lieten onder meer zien dat gedurende de 24-uurs incubatie van het bloed met 
ATP, de concentratie van urinezuur als eindproduct van de afbraakcascade con-
stant bleef, terwijl enkele tussenliggende afbraakproducten van ATP zoals AMP en 
hypoxanthine juist wel sterk in concentratie stegen. Dit resultaat duidt erop dat 
ATP buiten het lichaam niet tot urinezuur wordt afgebroken. ATP (en afbraakpro-
ducten) hadden in het algemeen een ontstekingsremmend effect, zoals bleek uit 
remming van de cytokines TNF-%, IFN-§ en IL-1> en stimulering van IL-10.  
In de studie beschreven in hoofdstuk 6 is bloed, dat eveneens eerst met LPS 
en PHA gestimuleerd werd, geïncubeerd met verschillende concentraties urinezuur 
en urinezuurkristallen. De achtergrond van deze studie was de bevinding in beide 
orale toedieningstudies van ATP, dat een significante stijging van urinezuur op-
trad. Urinezuur staat van oudsher bekend als de veroorzaker van jicht, maar de 
laatste jaren zijn aan urinezuur tevens antioxidant eigenschappen toegeschreven. 
Gezien de stijging van urinezuur in de orale toedieningsexperimenten, wilden we 
de invloed van urinezuur op inflammatie en antioxidant-capaciteit nader onder-
zoeken.  
Daarbij werd gekozen voor kristallen van het zout van urinezuur (monosodi-
umuraat of MSU) omdat dit MSU als scherpe naaldjes in de gewrichten van jicht-
patiënten voorkomt en beschouwd wordt als de directe oorzaak van de vaak pijnlij-
ke ontstekingen in de gewrichten bij deze patiënten. Uit de resultaten bleek, dat de 
verschillende concentraties MSU inderdaad een sterke pro-inflammatoire reactie 
in het bloed veroorzaakten, terwijl ‘normaal’ urinezuur niet dit effect had. Wan-
neer in het bloed echter een ontstekingsreactie werd opgeroepen met LPS en PHA, 
dan zorgden zowel MSU als normaal urinezuur voor een remming van de ontste-
king, mogelijk als gevolg van het feit dat LPS en PHA reeds de maximale stimula-
tie in het bloed hadden veroorzaakt waardoor dus geen verdere stijging kon optre-
den.  
Algemene conclusies van dit proefschrift zijn: 
i) Orale toediening van ATP in de vorm van microcapsules met een pH-gevoelige 
omhulling aan gezonde personen leidt niet tot een stijging van ATP in het 
bloed in de circulatie. Deze bevinding geldt zowel voor eenmalige als herhaalde 
toediening gedurende 28 dagen van ATP in doseringen tot 5000 mg per dag. 
Wel werd een stijging van de concentratie urinezuur gevonden, wat wijst op af-
braak van ATP tot urinezuur in het lichaam. 
ii) De gebruikte microcapsules zijn makkelijk in te nemen en we constateerden 
geen bijwerkingen. De effectiviteit van de microcapsules is te vergelijken met 
de effectiviteit van toediening van ATP middels een oplossing van ATP in wa-
ter rechtstreeks in het duodenum via een duodenaalsonde. 
iii) De positieve gerapporteerde effecten van orale toediening van ATP in inciden-
tele studies met veel lagere ATP-doseringen hebben wij niet kunnen repliceren. 
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Gezien de grondige uitvoering van ons onderzoek met uitgebreide dosisrespons 
tests, trekken we de claims van deze eerdere studies in twijfel. 
iv) ATP werkt ontstekingsremmend in LPS-PHA gestimuleerd bloed ex vivo. 
v) Kristallen van monosodiumuraat (MSU), dat in gewrichten van jichtpatiënten 
voorkomt, zorgen in volbloed dat gedurende 24 uur werd geïncubeerd voor een 
sterkere pro-inflammatoire reactie dan normaal urinezuur. 
